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 Daerah bekas tambang mengandung zat pencemar berupa logam berat Pb 
yang dapat menyebabkan terganggunya ekosistem dan kesehatan manusia. Salah 
satu upaya untuk menangani hal tersebut yaitu menggunakan metode bioremediasi 
dengan memanfaatkan bakteri. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi 
bakteri berdasarkan morfologi dan melihat ketahanannya terhadap logam Pb dalam 
berbagai konsentrasi. Tujuh isolat yang dihasilkan dari hasil isolasi bakteri yaitu 
T2P1a, T2P1b, T2P2, T3P1, T3P2, T3P3, dan T3P4. Bentuk morfologi yang 
dihasilkan dari seluruh isolat rata-rata berbentuk bulat, berwarna putih kecoklatan, 
berukuran kecil, memiliki tepi rata dan permukaan yang timbul. Jumlah koloni 
terbanyak pada Telaga 2 dan Telaga 3 berturut-turut dihasilkan oleh T2P2 dan T3P2 
dengan jumlah koloni sebanyak 1,3 x 108 dan 3,3 x 1010 cfu/mL yang ditumbuhkan 
pada media padat tanpa adanya kandungan logam Pb dengan masa inkubasi 2x24 
jam pada suhu ruang. Ketahanan bakteri terhadap berbagai konsentrasi logam 
berdasarkan uji minimum inhibitory concentration (MIC) menunjukkan bahwa 
seluruh isolat pada konsentrasi Pb 6 mM rata-rata tidak menghasilkan diameter 
zona hambat (0,00 mm), konsentrasi Pb 15 mM menghasilkan diameter zona 
hambat antara 0,63-4,30 mm, dan konsentrasi Pb 30 mM menghasilkan diameter 
zona hambat antara 1,70-6,30 mm. Hasil analisis zona hambat menunjukkan bahwa 
beberapa isolat yang dihasilkan dari Telaga 2 dan Telaga 3 resisten terhadap logam 













Ihsani, S. H. 2020. Isolation and Analysis of Bacteria Resistance in The Ex-Mining 
Area of Tiga Warna Tulungagung Lake for Lead Heavy Metal (Pb). 
Department of  Chemistry, Faculty of Science and Technology, State 
Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor: Dr. 
Akyunul Jannah, S.Si., M.P., Consultant: Dewi Yuliani, M.Si. 
 
Keywords:   bacteria, bioremediation, ex-mining water, lead heavy metal (Pb), total 
plate count (TPC), minimum inhibitory concentration (MIC). 
 
 The ex-mining area contains pollutants in the form of lead heavy metal 
which can disrupt ecosystems and human health. One of the efforts to manage this 
problem is using the bioremediation method by utilizing bacteria. Aims of this 
research to identify bacteria based on morphology and see their resistance to lead 
heavy metal in various concentrations. Seven isolates resulted from bacterial 
isolation, namely T2P1a, T2P1b, T2P2, T3P1, T3P2, T3P3, and T3P4. The 
morphology of all isolates generally was round, brownish white, small in size, had 
flat edges and a raised surface. The highest number of colonies in Lake 2 and Lake 
3 was produced by T2P2 and T3P2, with a colony number of 1.3 x 108 and 3.3 x 
1010 cfu/mL grown on solid media without any lead heavy metal content with an 
incubation period of 2x24 hours at room temperature. The resistance of bacteria to 
various metal concentrations based on the minimum inhibitory concentration (MIC) 
test showed that all isolates at lead concentration 6 mM averages did not produce 
an inhibition zone diameter (0.00 mm), a lead concentration 15 mM resulted in an 
inhibition zone diameter of 0.63-4.30 mm, and a lead concentration 30 mM resulted 
in a zone of inhibition between 1.70-6.30 mm. The results of the inhibition zone 
analysis showed that some of the isolates produced from Lake 2 and Lake 3 were 
resistant to lead heavy metal at a concentration 6 mM compared to concentrations 














العزل والتحليل المقاومة البكتيرية في منطقة التعدين المستخدمة في بركة تيغا وارنا . ۲.۲. .إحساين، س. ه
. قسم الكيمياء، كلية العلوم والتكنولوجيا، جامعة موالنا (Pbتولونغ أغونغ ضد والرصاص المعادن الثقيلة )
هيم اإلسالمية احلكومية ماالنج.  املشرفة األوىل: الدكتور أكيونواجلنة، املاجستري؛ املشرفة الثانية: ديوي مالك إبرا
 يولياين، املاجستري.
 (، جمموعPb: البكترييا، واملعاجلة احليوية، والتعدين املياه املستخدمة، والرصاص املعادن الثقيلة )الكلمات الرئيسية
 (.MICاألدىن من الرتكيز املثبط ) (، احلدTPCعدد الصفائح )
املعادن الثقيلة اليت ميكن أن تسبب اضطرابا يف النظم  Pbوحتتوي منطقة التعدين املستخدمة على ملوثات يف شكل 
اإليكولوجية وصحة اإلنسان. ومن بني اجلهود املبذولة للتعامل مع هذا األمر استخدام أساليب املعاجلة البيولوجية 
يف  Pbرييا. هتدف الدراسة إىل حتديد البكترييا على أساس املورفولوجيا والنظر يف مقاومتها ملعادن باستخدام البكت
 T2P2و  T2P1bو  T2P1aجمموعة متنوعة من الرتكيزات. العزالت السبعة الناجتة عن العزل البكتريي هي 
ة هو يف املتوسط . الشكل املورفولوجي الناتج عن العزلة الكاملT3P4و  T3P3و  T3P2و  T3P1و 
دائري، أبيض بين، صغري احلجم، لديه حافة مسطحة وسطح منقوش. مت إنتاج أكرب عدد من املستعمرات يف بركة 
 1010×  3.3و  108×  1.3مع مستعمرة إمجالية من  T3P2و  T2P2على التوايل من قبل  3 و بركة 2
ساعة يف  x 24  2مع فرتة حضانة من  Pbادن كفو / مل منت يف وسائل اإلعالم الكثيفة يف غياب حمتوى املع
( MICدرجة حرارة الغرفة. املقاومة البكتريية ملختلف تركيزات املعادن على أساس احلد األدىن من تركيز املثبطة )
ملم(،  0.00مل م مل تنتج قطر منطقة املثبطة ) 6من  Pbوأظهرت االختبارات أن مجيع العزل يف متوسط تركيز 
ملم مما أدى إىل  30من  Pbملم، وتركيز  4.30-0.63ملم أدى إىل قطر منطقة مثبطة بني  15من  pbتركيز 
ملم. وأظهرت نتائج حتليل منطقة الرقيق أن بعض العزالت املنتجة من البحرية  6.30-1.70قطر منطقة مثبطة بني 














1.1 Latar Belakang  
Industri pertambangan merupakan industri yang diandalkan pemerintah 
Indonesia dalam mendatangkan devisa. Hal ini menyebabkan adanya oknum yang 
melakukan kegiatan pertambangan tanpa izin pemerintah yang cenderung 
mengakibatkan kerusakan pada lingkungan (Anjami, 2017). Limbah yang 
dihasilkan memberi dampak pencemaran terhadap lingkungan sekitar apabila tidak 
ditangani dengan baik. Salah satu penyebab pencemarannya yaitu adanya 
kandungan logam berat yang melebihi ambang batas yang telah ditetapkan oleh 
pemerintah.  
Logam berat merupakan unsur logam dengan berat molekul tinggi, dalam 
kadar rendah logam berat pada umumnya sudah bersifat toksik bagi tumbuhan, 
hewan dan manusia (Ariansyah dkk, 2012). Beberapa penelitian menyatakan bahwa 
terdapat pencemaran logam berat Pb di daerah sekitar pertambangan. Wahyuni dkk 
(2013) menyatakan bahwa adanya kandungan logam Pb pada air di daerah 
penambangan masyarakat Desa Batu Belubang Kabupaten Bangka Tengah telah 
melebihi baku mutu. Ridinata (2012) menyebutkan bahwa di sekitar industri 
tambang batubara pada badan air sungai Pendulangan Desa Pangkalan Kuansing 
ditemukan cemaran berupa logam Pb. Kurniawan (2013) juga menyatakan bahwa 
kandungan logam Pb pada air laut di pesisir Kabupaten Bangka yang terdapat 
penambangan timah sudah tercemar. Penelitian tersebut dapat membuktikan bahwa 




Kandungan logam Pb dalam air dan sedimen di daerah sekitar 
pertambangan telah dibuktikan oleh beberapa penelitian. Menurut Fujiastuti dkk 
(2013), terdapat logam Pb sebesar 1,43 mg/L di perairan Muara Sungai Palu. 
Wahyuni dkk (2013) menyatakan bahwa terdapat logam Pb pada air di daerah 
penambangan timah masyarakat Desa Batu Belubang Kabupaten Bangka Tengah 
stasiun 1 dan 2 berturut-turut sebesar 0,09260 dan 0,01890 ppm. Adapun menurut 
Warni dkk (2017), terdapat kandungan logam Pb dalam sedimen sebesar 112,76 
mg/kg di Pelabuhan Jetty Meulaboh. Keputusan Menteri Negara Lingkungan Hidup 
(2004) menyatakan bahwa baku mutu Pb dalam air sebesar 0,008 mg/L. Menurut 
Canadian Council of Ministers of The Environment (CCME) (1999), batas Pb 
dalam sedimen sebesar 30,2 mg/kg. Mengacu pada baku mutu tersebut, kandungan 
Pb pada air dan sedimen di sekitar daerah pertambangan sudah melebihi ambang 
batas yang telah ditetapkan. 
Penyebab utama logam berat menjadi bahan pencemar berbahaya yaitu 
tidak dapat terurai (non-degradable) dan mudah terakumulasi. Konsentrasi logam 
berat yang tinggi dapat menyebabkan pencemaran lingkungan dan mengganggu 
kesehatan manusia (Lindsey dkk, 2004; Ika dan Said, 2012). Kandungan zat 
pencemar tersebut mengindikasikan adanya ketidakseimbangan alam yang 
akhirnya menyebabkan kerusakan, sebagaimana Allah SWT. berfirman dalam surat 
Ar-Rum ayat 41. 
ََٱۡلَفَسادَ ََظَهرََ يَِفي يۡدييََٱۡۡلَۡحريَوَََٱۡلَبَ
َ
يَماََكَسَبۡتَأ َب مََبۡعَضََٱنلَّاسي يَقه  ييِلي ذي
ع وَنََٱَّلَّ ۡمَيَرۡجي َعميل واَْلََعلَّه 
٤١ََ
“Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena perbuatan 
tangan manusi, supay Allah merasakan kepada mereka sebahagian dari (akibat) 





Kata  ُالفََساد dalam ayat tersebut berarti “kerusakan”. Menurut Tafsir Al 
Misbah, al-fasad adalah keluarnya sesuatu dari keseimbangan, baik sedikit maupun 
banyak. Keseimbangan yang dimaksud dapat merujuk pada keseimbangan 
lingkungan di sekitar, dimana interaksi antara organisme dan faktor lingkungan 
serta komponen yang ada di dalamnya dapat berjalan dengan proporsional (Shihab, 
2002). 
Keseimbangan lingkungan yang tidak proporsional akan menyebabkan 
adanya kerusakan lingkungan, baik di darat maupun di laut yang diakibatkan oleh 
kegiatan manusia sendiri. Salah satu kerusakan yang ditimbulkan oleh manusia 
yaitu perairan yang mulai tercemar oleh logam berat sehingga membahayakan 
biota, sumber daya, dan ekosistem perairan. Hal tersebut juga berdampak terhadap 
kesehatan manusia ketika mengkonsumsi sumber makanan dari perairan. Upaya 
yang dilakukan untuk mengurangi pencemaran logam tersebut yaitu menggunakan 
metode bioremediasi (Rossidy, 2008). Langkah awal dalam pelaksanaan metode 
bioremediasi yaitu melakukan isolasi dan uji ketahanan bakteri terhadap logam 
berat. 
Uji ketahanan bakteri atau uji minimum inhibitory concentration (MIC)  
bertujuan untuk mengetahui konsentrasi minimum yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri. Beberapa penelitian menyatakan bahwa bakteri dapat 
bertahan dalam berbagai konsentrasi logam timbal (Pb). De Fretes dkk (2019) 
menyatakan bahwa nilai MIC untuk logam timbal (Pb) 10 isolat bakteri yang 
diisolasi dari sedimen mangrove di Pengudang dan Tanjung Uban, Pulau Bintan 
berkisar antara 800-900 ppm. Hasil MIC dalam penelitian Sabdono dkk (2012) 





karang laut Jawa Tengah. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri mampu 
mempertahankan diri di lingkungan yang mengandung logam timbal (Pb) dalam 
berbagai konsentrasi dan dapat dimanfaatkan sebagai agen bioremediasi.  
Agen bioremediasi yang dapat dimanfaatkan sebagai biosorben dan 
bioakumulator adalah bakteri yang resisten terhadap logam berat (Zulaika dkk, 
2012). Adapun bakteri yang dapat mendegradasi logam Pb yaitu Bacillus sp., 
Pseudomonas sp., Corynebacterium sp., dan Staphylococcus aureus masing-
masing dapat mereduksi sebesar 89,66; 87,97; 86,64, dan 95,85% (Kafilzadeh dkk, 
2012; Maulana dkk, 2017). Berdasarkan beberapa penelitian yang dilakukan dapat 
dikatakan bahwa bakteri berpotensi sebagai agen pendegradasi logam berat. 
Penelitian ini mengambil sampel air di daerah bekas tambang Telaga Tiga 
Warna, Tulungagung yang digunakan untuk isolasi bakteri. Tempat ini merupakan 
daerah bekas tambang tembaga yang dikelola perorangan dan bekerja sama dengan 
pihak swasta (CV). Telaga ini dikenal sebagai Telaga Tiga Warna karena 
mengalami perubahan warna menjadi hijau, hitam dan biru pada empat galian yang 
berbeda (Berita Satu, 2015). Pengelolaan yang dilakukan perorangan tanpa campur 
tangan dari suatu pabrik, dapat mengindikasikan adanya pengolahan limbah yang 
tidak benar. Adapun munculnya perubahan warna air di telaga tersebut 
memungkinkan adanya kandungan logam berat timbal (Pb) yang melebihi ambang 
batas yang telah ditetapkan.  
Berdasarkan latar belakang di atas, dengan adanya penelitian ini diharapkan 
dapat memperoleh isolat bakteri yang bisa diaplikasikan untuk mengurangi dampak 
pencemaran logam Pb. Selain itu, diharapkan juga dapat dimanfaatkan sebagai 





1.2 Rumusan Masalah 
1. Bagaimana morfologi isolat bakteri yang dihasilkan oleh sampel air bekas 
tambang Telaga Tiga Warna, Tulungagung ? 




1.3 Tujuan Penelitian 
1. Untuk mengetahui morfologi isolat bakteri yang dihasilkan oleh sampel air 
bekas tambang Telaga Tiga Warna, Tulungagung berdasarkan isolasi bakteri. 
2. Untuk mengetahui ketahanan bakteri terhadap logam berat timbal (Pb) dalam 
berbagai konsentrasi. 
 
1.4 Batasan Masalah 
1. Pengambilan sampel dilakukan di Telaga Tiga Warna, Tulungagung (daerah 
bekas tambang). 
2. Logam yang digunakan yaitu timbal (Pb) yang telah diperkaya oleh Pb(NO3)2 
dalam media. 
3. Karakteristik bakteri hasil isolasi dilihat berdasarkan uji morfologi. 
4. Perhitungan hasil uji total plate count (TPC) dilakukan dengan cara manual. 









1.5 Manfaat Penelitian 
1.  Memberikan informasi adanya bakteri yang berpotensi sebagai agen 
bioremediasi timbal (Pb) di Telaga Tiga Warna, Tulungagung. 
2. Memberikan solusi penanganan pencemaran logam timbal (Pb) pada 
lingkungan menggunakan cara yang aman dan efektif dengan memanfaatkan 


























2.1 Bekas Pertambangan Telaga Tiga Warna Tulungagung 
  Telaga tiga warna Tulungagung merupakan daerah bekas pertambangan. 
Telaga ini berada di Bukit Puthuk Krebet, Desa Panggunguni, Kecamatan 
Pucanglaban, Kabupaten Tulunggung. Menurut ahli Geologi Tulungagung, air 
telaga di kawasan ini memiliki kandungan berbagai macam logam yang ditandai 
dengan adanya perbedaan warna pada lokasi yang berbeda (Berita Satu, 2015). 
Kondisi masing-masing telaga dapat dilihat pada Gambar 2.1. 
 
    




Gambar 2.1 Telaga Tiga Warna Tulungagung (A) Telaga 1 berwarna biru 
kehijauan (B) Telaga 2 berwarna coklat kehitaman (C) Telaga 3 





  Penggalian tambang dilakukan pada tahun 2010-2012 (Teras Jatim, 2015). 
Menurut Tenaga Ahli Geologi Dinas Pekerjaan Umum Energi Sumber Daya 
Mineral (PUESDM) Tulungagung, air telaga di lokasi bekas tambang ini tidak 
hanya mengandung tembaga, tetapi juga hasil tambang lain seperti emas, timbal 
serta arsenik. Pemberhentian pertambangan disebabkan akibat para penambang 
sering terkena penyakit seperti gatal. Jika air telaga mengenai kulit, biasanya 
dampak klinis yang dirasakan adalah gatal-gatal atau bahkan lecet. Selain itu, 
berhentinya proses penambangan juga terjadi akibat perubahan regulasi bahan 
pertambangan yang telah dibuat oleh pemerintah (Berita Satu 2015). 
   
2.2 Pencemaran Logam Berat Timbal (Pb) di Daerah Pertambangan 
 
Logam berat Pb adalah logam dengan nomor atom 82, sedangkan berat 
atomnya yaitu 207 g/mol (Palar, 1994). Sifat dari logam berat ini yaitu beracun, 
terakumulasi dalam tubuh organisme, sulit mengalami degradasi. Pada konsentrasi 
tinggi, logam berat bersifat toksik karena sukar terurai. Apabila logam berat masuk 
ke dalam perairan akan terakumulasi terutama dalam sedimen dan terikat sebagai 
senyawa organik dan anorganik (Kurniasari, 2005). 
Beberapa penelitian telah membuktikan bahwa adanya kandungan logam Pb 
di daerah sekitar bekas tambang. Wahyuni dan Afdal (2018) mengambil sampel 
tanah di sekitar daerah pertambangan Kota Swahlunto pada 5 titik berbeda yang 
menghasilkan kadar logam Pb rata-rata 116 ppm. Noviardi dan Widodo (2013) 
dalam penelitiannya mengambil sampel air di bagian hulu, tengah, hilir, dan sumur 
kawasan penambangan emas rakyat yang mengandung logam Pb masing-masing 





konsentrasi Pb dalam sedimen Muara Sungai Cisadane sekitar pertambangan yaitu 
9,42-34,40 mg/L. Berdasarkan beberapa penelitian tersebut, dapat dikatakan bahwa 
terdapat kandungan Pb di daerah sekitar bekas tambang. 
Baku mutu Pb dalam air dan sedimen, telah ditetapkan oleh pemerintah 
yang dapat digunakan sebagai acuan untuk membandingkan kadar logam Pb pada 
sampel. Keputusan Menteri Negara Lingkungan Hidup (2004) menyatakan bahwa 
baku mutu Pb dalam air sebesar 0,008 mg/L. Adapun menurut Canadian Council 
of Ministers of The Environment (CCME) (1999), batas Pb yang diperkenankan 
dalam sedimen sebesar 30,2 mg/kg. Berdasarkan baku mutu yang sudah ditetapkan, 
kandungan logam berat Pb di daerah sekitar pertambangan sudah melebihi ambang 
batas yang ditentukan.   
 
2.3 Pelestarian Lingkungan Hidup dalam Pandangan Islam 
  Lingkungan hidup merupakan anugerah yang telah diberikan Allah SWT. 
kepada makhluk-Nya untuk dimanfaatkan secara baik. Lingkungan sekitar harus 
dijaga dan dilestarikan sebagai wujud kepedulian terhadap ciptaan Allah SWT. 
Islam telah mengajarkan tentang pemeliharaan lingkungan hidup yang harus 
diimplementasikan dalam sikap dan perilaku manusia untuk tidak membuat 
kerusakan di muka bumi (Suriyani dan Kotijah, 2013). 
  Nabi Muhammad SAW. telah memberikan keleluasaan terhadap umatnya 
untuk mengurusi duniawi menurut akal yang dikaruniakan oleh Allah SWT. 
sebagaimana yang sudah digariskan dalam islam. Hal ini sesuai dengan hadits yang 






 ِانَّ اهلَل َكَتَب ااِلْحَسا َن َعلى ُكلِّ َشْيئ
"Sesungguhnya Allah mewajibkan kelakuan baik terhadap segala sesuatu”. 
 
   Lafadz ََُسان حا ِ  berarti kebaikan, memiliki makna yang ditujukan kepada اْلا
pengawasan dan baiknya ketaatan. Artinya, barang siapa yang merasa diawasi 
Allah maka ia akan memperbaiki perbuatannya (Manzur, 2003). Hal ini 
menunjukkan bahwa manusia sangat dianjurkan berbuat baik dalam setiap 
perbuatan, termasuk dalam menjaga bumi yang ditinggali. Manusia hendaknya 
dapat mengendalikan diri untuk tidak melakukan kerusakan di muka bumi baik 
terhadap alam maupun lingkungan hidup. Allah SWT berfirman dalam surat Al 
A’raf  ayat 56. 
 
َََوَلَ واَِْفي د  َت ۡفسي ۡرضي
َ
َهاَوَََٱۡۡل وهَ َبۡعَدَإيۡصَلَٰحي َرَۡۡحََتََٱۡدع  يََخۡوٗفاََوَطَمًعاَۚإينَّ نييََقَرييٞبََميَنََٱّللَّ ۡحسي ٥٦َََٱلۡم 
“Dan janganlah kamu membuat kerusakan di muka bumi, sesudah (Allah) 
memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak akan 
diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat Allah amat dekat 
kepada orang-orang yang berbuat baik”. 
 
  Lafadz  ُات فاِسد وا  mengandung arti “kerusakan”. Menurut Jazairi (2007) kata 
tersebut mengandung arti jangan berbuat kerusakan di muka bumi dengan berbuat 
syirik dan maksiat setelah adanya ishlah (perbaikan) melalui tauhid dan ketaatan. 
Kemaksiatan yang dimaksud mencakup segala perkara yang dilarang, seperti 
membunuh manusia dan hewan, merusak tanaman, merusak pikiran, dan segala 
perbuatan dosa lainnya. 
   Tatanan lingkungan hidup (ekosistem) yang diciptakan Allah SWT. 
mempunyai hukum keseimbangan (equilibrium). Hubungan timbal balik antara 





gangguan keseimbangan lingkungan hidup (ekosistem), maka akan mengakibatkan 
terjadinya kerusakan lingkungan. Salah satu pencemaran lingkungan yang terjadi 
yaitu pencemaran logam berat (Suriyani dan Kotijah, 2013). 
  Jumlah logam berat dalam lingkungan dapat berkurang dan bertambah 
terlepas dari aktivitas manusia yang dapat mencemari lingkungan sehingga dapat 
merugikan manusia itu sendiri. Allah telah menciptakan unsur logam berat dengan 
kadar yang seimbang di alam. Hal ini tercantum dalam surat Al Mulk ayat 3. 
 
يي ََٱَّلَّ ََخۡلقي َِفي اَتََرىَٰ َباٗقاَۖمَّ َٰٖتَطي َقََسۡبَعََسَمََٰو
ِنَٰمۡحَخلَ فَََٱلرَّ عَيمينَتََفَٰو ٖتَٖۖ ورََٖٱۡۡلََصَََٱرۡجي َمينَف ط  َهۡلَتََرىَٰ
٣ََ
“Yang telah menciptakan tujuh langit berlapis-lapis. Kamu sekali-kali tidak 
melihat pada ciptaan Tuhan Yang Maha Pemurah sesuatu yang tidak seimbang. 
Maka lihatlah berulang-ulang, adakah kamu lihat sesuatu yang tidak seimbang ?”. 
 
  Menurut Shihab (2002) dalam Tafsir Al-Mishbah, kata ُِت  pada mulanya تَفَاو 
berarti kejauhan. Dua hal yang berjauhan menyebabkan terjadinya ketidakserasian 
atau ketidakseimbangan. Allah menciptakan langit bahkan seluruh makhluk dalam 
keadaan seimbang sebagai bentuk rahmat, karena apabila tidak seimbang akan 
menyebabkan kekacauan dan mengganggu tatanan hidup manusia di bumi. Salah 
satu peristiwa ketidakseimbangan tersebut yaitu adanya sumber tambang yang 
menguntungkan di area Telaga Tiga Warna, namun terjadi pencemaran logam berat 









2.4 Isolasi Bakteri 
  Isolasi adalah mengambil mikroorganisme yang terdapat di alam dan 
ditumbuhkan ke dalam suatu medium buatan. Prinsip dari isolasi mikroba adalah 
memisahkan satu jenis mikroba dari mikroba lain yang berasal dari campuran 
berbagai macam mikroba (Sutedjo, 1996). Teknik dalam isolasi dibagi menjadi 3 
macam yaitu metode gores (streak plate), metode tuang (pour plate), metode sebar 
(spread plate) dan metode pengenceran (dilution plate) . 
a. Metode gores (streak plate) 
  Isolasi dengan metode gores bertujuan untuk membuat garis sebanyak 
mungkin di permukaan medium biakan dengan menggunakan jarum ose sehingga 
terbentuk garis-garis yang semakin sedikit dan menyebabkan koloni terpisah jauh 
pada garis terakhir goresan (Irianto, 2012). Sabdono (2009) dalam penelitiannya 
menggunakan metode gores dalam tahap purifikasi setelah melakukan isolasi 
hingga diperoleh kultur murni.  
b. Metode tuang (pour plate) dan metode sebar (spread plate) 
  Metode ini bertujuan untuk menentukan perkiraan jumlah bakteri aerob dan 
anaerob yang hidup dalam suatu cairan. Hasil perhitungan jumlah bakteri ini 
dinyatakan dalam koloni (Irianto, 2012). Ed-har dkk (2017) dalam penelitiannya 
melakukan isolasi bakteri menggunakan metode tuang yang sebelumnya telah 
dilakukan seri pengenceran dari 10-4 hingga 10-7. Berbeda dengan metode sebar, 
teknik ini bertujuan untuk menentukan jumlah bakteri hidup dalam suatu cairan 







c. Metode pengenceran (dilution plate) 
  Tujuan dari teknik ini yaitu melarutkan atau melepaskan mikroba dari 
substratnya ke dalam aquades steril sehingga penanganannya menjadi lebih mudah 
(Waluyo, 2005). Penelitian Nurtjahyani dan Shyntya (2014) melakukan metode ini 
dalam menghitung jumlah sel bakteri. Penelitian ini melakukan pengenceran 
bertingkat dari 10-3 hingga 10-5. 
 
2.5  Identifikasi Bakteri Secara Makroskopik 
  Pengamatan bakteri secara makroskopik dilakukan dengan cara mengamati 
karakteristik koloni bakteri pada media padat (NA). Karakteristik koloni bakteri 
yang dapat diamati meliputi bentuk koloni yaitu berbentuk titik, bulat, tidak teratur, 
seperti akar, dan berfilamen atau berbenang, serta kumparan. Tepi koloni dapat 
berbentuk utuh, berombak, berbelah, bergerigi, berbenang, dan keriting. Warna 
koloni terdiri dari keputihan, kekuningan, kemerahan, coklat, jingga, orange, pink, 
hijau, dan ungu. Elevasi koloni meliputi rata, timbul datar, melengkung, dan 
cembung. Struktur koloninya halus mengkilat, kasar, berkerut, atau kering seperti 
bubuk. Selain itu, ukurannya pun beragam dapat dilakukan dengan mengukur 
diameter dari koloni bakteri yang tumbuh (Irianto, 2012). 
 Beberapa penelitian telah memperoleh isolat bakteri dengan berbagai 
macam morfologi secara makroskopik. Lewaru dkk (2012) telah mengisolasi 
bakteri pereduksi logam berat Cr (VI) di Sungai Cikijing Rancaekek, Jawa Barat, 
menghasilkan 10 isolat bakteri yang berwarna putih, kuning pekat, kuning, kuning 
terang, putih susu, dan orange. Husain dan Muchtar (2005) menghasilkan 8 isolat 





industri Makassar, berwarna putih dan putih kekuningan dengan bentuk bulat dan 
tidak teratur, memiliki tepi rata dan bergelombang, juga memiliki struktur dalam 
yang transparan dan tidak tembus cahaya (opaque). 
 
2.6 Perhitungan Jumlah Sel Bakteri 
Perhitungan jumlah bakteri menggunakan metode Total Plate Count (TPC). 
Total plate count (TPC) merupakan analisis untuk menguji cemaran mikroba 
dengan menggunakan metode pengenceran dan metode cawan tuang (pour plate) 
(Dwidjoseputro, 2005). Metode pengenceran berfungsi untuk mengurangi jumlah 
mikroba tumbuh sehingga mempermudah penghitungan koloni yang muncul. 
Semakin tinggi jumlah mikroba yang terdapat di dalam sampel, semakin tinggi 
pengenceran yang harus dilakukan (Fardiaz, 2004).  
Prinsip dari total plate count (TPC) adalah jika sel mikroba masih hidup 
ditumbuhkan pada medium agar maka sel tersebut akan berkembang biak dan 
membentuk koloni yang dapat dilihat langsung tanpa menggunakan mikroskop 
(Fardiaz, 2004). Metode total plate count (TPC) dilakukan dengan mengencerkan 
sumber isolat bakteri (inokulum kerja) kedalam 9 mL garam fisiologis (NaCl 0,85 
%) dengan tingkat pengenceran 10-1 sampai dengan 10-10. NaCl biasanya digunakan 
untuk pengganti aquades saat pengecatan, larutan infus, pengenceran dan 
pengawetan suatu zat (Dharmawan, 2002). Koloni yang dihasilkan pada metode ini 
dihitung berdasarkan SPC (Standard Plate Count) (Fardiaz, 2004).  
 Perhitungan berdasarkan standar dilakukan pada cawan petri yang 
berjumlah antara 30-300 koloni (Fardiaz, 2004). Hal ini sesuai menurut 





merupakan suatu indeks bagi jumlah organisme yang dapat hidup dalam sampel. 
Untuk memenuhi persyaratan statistik, cawan yang dipilih untuk perhitungan 
koloni adalah yang mengandung antara 30-300 koloni. Sukmawati (2018) juga 
menyatakan bahwa jumlah koloni mikroba yang dianalisis pada tiap cawan ialah 
pada rentang 30-300 koloni cfu/mL. 
  Pengukuran optical density (OD) pada metode ini bertujuan untuk 
mengukur tingkat kekeruhan/kepadatan bakteri dengan cara melihat massa sel yang 
terbaca melalui nilai absorbansi yang dihasilkan. Pengukuran ini diamati 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 600 nm. 
Menurut Febriyansari (2008) panjang gelombang 600-625 nm digunakan untuk 
melihat tingkat kekeruhan larutan yang berwarna kuning hingga coklat. Setya dan 
Putra (2011), menyatakan bahwa sel-sel bakteri dapat menyerap cahaya pada 
panjang gelombang 600 nm. 
 
2.7 Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
   Uji MIC didefinisikan sebagai konsentrasi terendah dari logam yang 
mampu menghambat pertumbuhan bakteri setelah diinkubasi. Metode yang 
digunakan adalah metode difusi cakram. Cara kerja metode ini yaitu kertas cakram 
yang telah direndam di dalam larutan logam akan ditempelkan pada media agar 
yang telah ditanami bakteri dan akan menghasilkan zona bening (zona hambat) 
disekitar cakram setelah masa inkubasi berlangsung (Jawetz, 2005). Zona hambat 
yang diukur adalah jarak dari tepi zona hingga tepi zona lainnya. Apabila ukuran 





bakteri sensitif, sebaliknya bila ukuran zona hambat kurang dari 1 mm tergolong 
bakteri yang resisten (Sabdono, 2009). 
  Beberapa penelitian menyatakan bahwa bakteri dengan diameter ≤1 mm 
tahan (resisten) terhadap beberapa konsentrasi logam. Abdullah dkk (2018) dalam 
penelitiannya menyatakan bahwa satu isolat bakteri yang diisolasi dari 
penambangan emas tanpa izin (PETI) di Simpi, Sekadau, Kalimantan Barat tahan 
terhadap cekaman merkuri (Hg) pada konsentrasi 10 mg/L, yang ditandai dengan 
tidak terbentuknya diameter zona hambat. Penelitian Ihsanuddin (2018) 
menghasilkan diameter zona hambat sebesar 0,3 mm pada isolat S2-4 menggunakan 
logam vanadium (V) dengan konsentrasi 20 mM yang diisolasi dari limbah cair 
tambang minyak Wonocolo. Berdasarkan beberapa penelitian tersebut, dapat 




















3.1  Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilakukan pada bulan April 2019 sampai Maret 2020 di Laboratorium 
Biokimia jurusan Kimia fakultas Sains dan Teknologi UIN Maulana Malik Ibrahim 
Malang. 
 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu seperangkat alat gelas, 
timbangan analitik, spatula, bunsen, botol semprot dan hot plate. Pengukuran pH 
sampel menggunakan pH indikator universal. Penanaman bakteri dilakukan di 
ruang laminar air flow (LAF). Penumbuhan bakteri menggunakan inkubator. 
Penamaan isolat dan inokulum menggunakan pulpen dan kertas label. 
Pengambilan inokulum dan larutan kimia menggunakan blue tip dan yellow 
tip. Penentuan optical density (OD) menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 
Pengukuran diameter zona hambat menggunakan jangka sorong dan kertas 
Whatman No. 1. Penutup wadah penyimpanan media menggunakan kapas dan 
plastik wrap. Sterilisasi alat dan meja kerja menggunakan autoklaf, plastik anti 
panas, aluminium foil, dan tissue.  
3.2.2 Bahan 
 Bahan utama yang dibutuhkan dalam penelitian ini adalah sampel air yang 





yang digunakan dalam penelitian ini yaitu Nutrient Agar (NA) dan Nutrient Broth 
(NB) sebagai media pertumbuhan bakteri yang telah diperkaya dengan logam 
Pb(NO3)2. Pengenceran sampel air dan inokulum bakteri menggunakan aquades 
dan NaCl 0,85%. Sterilisasi alat dan meja kerja menggunakan alkohol 70%. 
 
3.3 Tahapan Penelitian 
Penelitian dilakukan dengan tahapan sebagai berikut  : 
1. Pengambilan sampel 
2. Isolasi bakteri pendegradasi logam 
3. Uji morfologi bakteri  
4. Perhitungan Jumlah Sel Bakteri 
5. Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
 
3.4 Metode Penelitian 
3.4.1 Pengambilan Sampel 
 Sampel air diambil pada tiga titik yang berbeda dan dimasukkan ke dalam 
botol yang sudah disterilkan. pH dan suhu sampel diukur dan dibawa menuju 
laboratorium. Sampel air kemudian disimpan pada suhu 4ºC sebelum dianalisis dan 
selama percobaan (Marzan dkk, 2017). 
3.4.2 Isolasi Bakteri Pendegradasi Logam  
 Isolasi mikroba dilakukan dengan cara sampel air sebanyak 0,1 mL 
diinokulasi pada media Nutrient Agar (NA) yang sudah mengandung 2,5 mM 





diinkubasi menggunakan inkubator dengan suhu 37ºC selama 2x24 jam. Cawan 
petri diamati untuk setiap jenis perkembangannya (Marzan dkk, 2017). 
3.4.3 Regenerasi dan Uji Morfologi Bakteri 
Regenerasi dan uji morfologi dilakukan dengan cara memindahkan 1 ose 
bakteri hasil isolasi ke dalam media agar steril. Setelah itu, diinkubasi selama 24 
jam pada suhu 37ºC dan diamati morfologi yang dihasilkan. Pengamatan morfologi 
koloni yang dianalisis meliputi warna, bentuk, ukuran, tepi koloni, elevasi atau 
permukaan koloni dan sifat tembus cahaya (Putri dkk, 2017). 
3.4.4 Uji Total Plate Count (TPC) 
3.4.4.1 Persiapan Inokulum Bakteri 
Bakteri yang telah diregenerasi diambil sebanyak 1-2 ose dan dimasukkan 
ke dalam 10 mL media NB. Setelah itu, dishaker pada kecepatan 120 rpm selama 
18 jam pada suhu ruang. Masing-masing inokulum kemudian diukur nilai Optical 
Density (OD) dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 
gelombang 600 nm. Penyetaraan setiap inokulum yang akan dianalisis dilakukan 
sebanyak OD 0,5 (Park dan Lim, 2015; Lewaru dkk, 2012). 
3.4.4.2 Perhitungan Jumlah Sel Bakteri 
 Kultur yang sudah disiapkan diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke 
dalam air fisiologis steril (0,85% NaCl) sebanyak 9 mL dalam 10 buah tabung 
reaksi, kemudian dilakukan pengenceran bertingkat hingga 10-10. Penanaman 
bakteri dimulai dari pengenceran 10-5 hingga 10-10 dengan mengambil sebanyak 0,1 
mL menggunakan metode pour plate dalam medium Nutrient Agar (NA) dan 





dihitung dengan cara memilih cawan petri yang mempunyai koloni antara 30-300. 
Adapun perhitungan jumlah bakteri ditunjukkan pada persamaan 3.1 : 
 




Keterangan : fp = faktor pengenceran 
3.4.5 Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
Uji minimum inhibitory concentration (MIC) dilakukan dengan merendam 
paper disk ke dalam larutan logam berat (Pb) dengan konsentrasi 6; 15; dan 30 mM 
selama 30-60 menit. Penanaman dilakukan menggunakan metode tuang (pour 
plate) dengan cara kultur bakteri diinokulasi pada media NA. Paper disk yang 
mengandung logam ditempelkan pada media NA dan diinkubasi pada suhu 37ºC 
selama 24 jam dengan tiga kali pengulangan pada masing-masing konsentrasi. 
Pengamatan dilakukan dengan mengukur zona hambat di sekitar kertas cakram 
menggunakan jangka sorong. Zona hambat kurang dari 1 mm tergolong ke dalam 















HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 Tahapan yang dilalui dalam penelitian ini adalah tahapan isolasi bakteri 
pendegradasi logam dan analisis ketahanannya dalam berbagai konsentrasi logam. 
Bakteri pendegradasi logam merupakan bakteri yang mampu mengurangi kadar 
pencemaran logam di lingkungan sekitar. Hal ini diakibatkan oleh kemampuannya 
dalam mempertahankan diri pada kondisi lingkungan dengan kadar logam yang 
tinggi.  
 
4.1  Pengambilan Sampel 
  Pengambilan sampel dilakukan di Telaga Tiga Warna, Tulungagung. 
Sampel air diambil dari masing-masing telaga sebanyak 3 titik yang berbeda. Selain 
itu, diukur beberapa parameter lain seperti warna, pH dan suhu. Titik-titik 
pengambilan sampel dan hasil pengukuran parameter lingkungan dapat dilihat pada 
Gambar 4.1 dan Tabel 4.1.  
 
 






Tabel 4.1 Hasil pengukuran parameter lingkungan pada Telaga Tiga Warna 





















































  Berdasarkan pengukuran yang dilakukan, Telaga 1 memiliki warna hijau 
kebiruan tanpa aroma dengan pH 4 dan suhu antara 28-29ºC. Telaga 2 berwarna 
coklat kehitaman dengan aroma yang menyengat, memiliki pH 1-2 dengan suhu 
34ºC. Telaga 3 berwarna hijau pekat tanpa aroma dengan pH 2 dan suhu 33ºC. 
Akibat adanya kegiatan pertambangan sebelumya, air telaga diduga telah memiliki 
berbagai macam kandungan logam, salah satunya yaitu logam Pb. Perbedaan hasil 
pengukuran parameter lingkungan pada masing-masing telaga seperti rendahnya 
pH dan perbedaan kondisi fisik air dimungkinkan akibat adanya kandungan logam 
yang telah melebihi ambang batas yang ditentukan. 
 
4.2 Isolasi Bakteri Pendegradasi Logam 
  Isolasi bakteri dilakukan untuk memperoleh bakteri yang dapat bertahan 
pada lingkungan dengan kadar logam tinggi. Metode yang digunakan dalam isolasi 
bakteri yaitu metode pengenceran bertingkat dan metode spread plate. Metode 





mikroba yang tersuspensi di dalam cairan sehingga setelah diinkubasi akan 
terbentuk koloni pada cawan dalam jumlah yang dapat dihitung (Wasteson dan 
Hornes, 2009). Metode spread plate bertujuan agar penyebaran inokulum tumbuh 
secara merata di bagian permukaan media padat sehingga memudahkan dalam 
pengamatan dan pengambilan koloni untuk tahap selanjutnya (Hadioetomo, 1993). 
Gambar dan hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 4.2 dan Gambar 4.2. 
 
Tabel 4.2 Hasil isolasi bakteri T1, T2, dan T3 

































 Jumlah 17 
    
    
     





  Hasil isolasi berdasarkan jumlah koloni bakteri tiap cawan menunjukkan 
bahwa pada Telaga 1 tidak ada koloni yang tumbuh, sedangkan Telaga 2 dan Telaga 
3 terlihat adanya koloni yang tumbuh berjumlah 36 dan 17 koloni (Tabel 4.2). Tidak 
tumbuhnya koloni bakteri pada Telaga 1 dimungkinkan akibat konsentrasi logam 
yang diberikan terlalu tinggi. Adanya koloni bakteri yang tumbuh pada Telaga 2 
dan Telaga 3 diduga karena bakteri tersebut masih toleran terhadap konsentrasi 
logam yang diberikan. Sesuai dengan pernyataan Chander dan Brookes (1991), 
adanya konsentrasi logam berat yang tinggi akan menghambat pertumbuhan, 
mengubah morfologi dan mengganggu metabolisme dari organisme secara in vitro. 
   
4.3 Regenerasi dan Uji Morfologi Bakteri 
  Isolat yang diperoleh dari hasil isolasi masing-masing dilihat bentuk 
morfologinya secara makroskopik. Uji ini dilihat dari warna, ukuran, bentuk, tepi 
dan elevasi/permukaan. Koloni bakteri hasil isolasi Telaga 2 dan 3 (Gambar 4.3) 
masing-masing memiliki morfologi yang sama yaitu memiliki bentuk bulat, 
berwarna putih kecoklatan, berukuran kecil, memiliki tepi rata dan permukaan yang 
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Gambar 4.3 Koloni bakteri hasil isolasi (A) Telaga 2 pengenceran 10-1 (B) Telaga 
2 pengenceran 10-2 (C) Telaga 2 pengenceran 10-3 (D) Telaga 3 
pengenceran 10-1 (E) Telaga 3 pengenceran 10-2 (F) Telaga 3 
pengenceran 10-3 (G) Telaga 3 pengenceran 10-4. 
 
  Berdasarkan hasil isolasi yang berjumlah 36 dan 17 koloni pada Telaga 2 
dan Telaga 3 (Tabel 4.2) diperoleh 12 isolat yang akan diregenerasi, diantaranya 
yaitu 5 isolat dari Telaga 2 dan 7 isolat dari Telaga 3. Proses regenerasi bertujuan 
untuk mengaktifkan kembali bakteri yang telah inaktif akibat penyimpanan pada 
lemari pendingin, sehingga dapat berkembang biak dengan baik dan dapat 





regenerasi ke-12 isolat tersebut, diperoleh 7 isolat akhir yaitu isolat T2P1a, T2P1b, 
T2P2 dari Telaga 2 dan isolat  T3P1, T3P2, T3P3, dan T3P4 dari Telaga 3 yang 
akan digunakan untuk tahap selanjutnya. Isolat yang digunakan untuk tahap uji 
selanjutnya dapat dilihat pada Tabel 4.3 dan Gambar 4.4. 
 
Tabel 4.3 Isolat yang digunakan untuk tahap selanjutnya 
Sampel Pengenceran Jumlah Isolat Kode 
Telaga 2 (T2) 
10-1 
10-2 
2 (A dan B) 
1 (A) 
T2P1a dan T2P1b 
T2P2 















Gambar 4.4 Koloni bakteri setelah regenerasi. 
 
4.4 Uji Total Plate Count (TPC) 
  Perhitungan jumlah sel bakteri dilakukan dengan metode total plate count 





yang terdapat dalam suatu sampel dengan cara menghitung koloni bakteri yang 
ditumbuhkan pada media agar (Yunita dkk, 2015). Data TPC 1 ulangan dan 
perhitungannya dapat dilihat pada Lampiran 6 dan Lampiran 7. Selain itu, hasil 
TPC tiap sampel dapat dilihat pada Gambar 4.5 dan Tabel 4.4. 
 
 
Gambar 4.5 Hasil uji Total Plate Count (TPC) 
 
Tabel 4.4 Hasil uji Total Plate Count (TPC) tiap sampel 
Sampel OD 










5,9 x 106 
1,2 x 107 











8,7 x 107 
3,3 x 1010 
4,3 x 106 
3,5 x 106 
 
  Inokulum bakteri yang digunakan ditumbuhkan pada media padat tanpa 
adanya kandungan logam Pb dengan masa inkubasi 2x24 jam pada suhu ruang. 
Jumlah koloni terbanyak yang dihasilkan pada Telaga 2 dan Telaga 3 berturut-turut 
yaitu isolat T2P2 dan T3P2 (Tabel 4.4) dengan jumlah koloni sebanyak 1,3 x 108 





diberikan sebanyak OD 0,5 atau setara dengan 107 cfu/mL (Park dan Lim, 2015). 
Hasil OD yang diperoleh pada Tabel 4.4 menunjukkan adanya kenaikan 
dibandingkan dengan pengkondisian bakteri yang ditambahkan.  
  Nilai OD tertinggi dari seluruh isolat dihasilkan oleh isolat T3P4 dengan 
jumlah koloni sebesar 3,5 x 106. Jumlah koloni yang dihasilkan pada isolat T3P4 
berbeda tipis dengan isolat T2P1a. Akan tetapi, nilai OD yang dihasilkan dari kedua 
isolat tersebut sangat jauh berbeda. Hal ini dimungkinkan karena uji optical density 
(OD) dapat menganalisis sel bakteri hidup maupun mati sedangkan pada metode 
TPC hanya menganalisis sel bakteri hidup.  
  Menurut Dwipayana dan Ariesyady (2010) metode uji pertumbuhan bakteri 
dengan pengukuran OD merupakan salah satu metode tidak langsung yang tidak 
dapat membedakan antara bakteri hidup dan mati, sehingga hasil pengukuran OD 
akan cenderung naik selama waktu pengujian. Sharah dkk (2015) juga menyatakan 
bahwa pengamatan OD dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dapat 
menghitung sel hidup dan mati sehingga menunjukkan nilai OD yang semakin 
tinggi. Sedangkan metode plate count menurut Fardiaz (2001), hanya dapat 
menaksirkan jumlah kepadatan bakteri yang masih hidup, hal ini didasarkan pada 
anggapan bahwa setiap sel yang dapat hidup akan berkembang menjadi satu koloni.  
 
4.5  Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
  Uji minimum inhibitory concentration (MIC) dilakukan dengan metode 
difusi cakram. Prinsip kerja dari metode ini yaitu kertas cakram yang telah 
menyerap larutan logam akan ditempelkan pada media padat berisi mikroba dan 





proses inkubasi berlangsung (Novita, 2016). Analisis ini bertujuan untuk 
mengetahui ketahanan bakteri terhadap logam Pb dalam berbagai konsentrasi. Hasil 
zona hambat dapat dilihat pada Gambar 4.6 dan Tabel 4.5 . 
 
  




Gambar 4.6 Hasil zona hambat isolat T3P3 (A) Konsentrasi logam Pb 6 mM (B) 































 Diameter Zona Hambat Sampel (mm) 
T2P1a T2P1b T2P2 T3P1 T3P2 T3P3 T3P4 
6 mM 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 0,53±0,25 0,05±0,07 0,00±0,00 
15 mM 1,38±0,74 1,15±0,07 0,63±0,25 2,10±0,35 1,05±0,07 2,80±0,99 4,30±0,42 
30 mM 1,70±0,71 4,43±0,11 1,75±0,78 3,90±1,13 3,08±0,32 4,45±0,35 6,30±0,14 
 
  Berdasarkan hasil yang diperoleh (Gambar 4.6 dan Tabel 4.5) terlihat 
adanya variasi ukuran diameter zona hambat dengan berbagai konsentrasi Pb. 
Seluruh isolat pada konsentrasi logam Pb 6 mM membentuk diameter zona hambat 
antara 0,00-0,53 mm. Konsentrasi logam Pb 15 mM menghasilkan diameter zona 
hambat antara 0,63-4,30 mm dan diameter zona hambat yang dihasilkan pada 
konsentrasi logam Pb 30 mM antara 1,70-6,30 mm.  
  Seluruh isolat pada konsentrasi logam Pb 6 mM membentuk diameter zona 
hambat paling rendah yaitu antara 0,00-0,53 mm (Tabel 4.5). Hasil tersebut 
menunjukkan bahwa beberapa isolat diduga sangat resisten terhadap logam Pb 
dengan konsentrasi 6 mM. Menurut Ulfa dkk (2016), suatu jenis bakteri bisa 
dikatakan resisten terhadap logam berat jika hasil pengukuran zona hambat pada 
pengujian metode difusi cakram sebesar ≤1 mm. Menurut Yulaipi dan Aunurohim 
(2013) bakteri mampu bertahan terhadap logam berat karena memiliki permukaan 
sel bermuatan negatif yang terbentuk dari berbagai struktur anion, sedangkan logam 
berat memiliki ion yang bermuatan positif, yang menyebabkan terjadinya ikatan 





mengakumulasi logam berat di dalam sel dengan membentuk ikatan antara logam 
berat dengan suatu protein dalam sel yang disebut metalotionein. 
  Logam Pb dengan konsentrasi 15 dan 30 mM diduga dapat menekan 
pertumbuhan bakteri sehingga membentuk diameter zona hambat yang lebih besar 
dibandingkan dengan konsentrasi 6 mM (Tabel 4.5). Hal ini menunjukkan bahwa 
diameter zona hambat berbanding lurus dengan konsentrasi logam Pb yang 
diberikan. Semakin tinggi konsentrasi logam Pb, maka diameter zona hambat yang 
terbentuk juga akan semakin besar.  
  Zona hambat yang dihasilkan pada penelitian Imamuddin (2001) 
menggunakan HgCl2 dengan 9 isolat bakteri menunjukkan diameter zona hambat 
yang semakin besar seiring dengan meningkatnya konsentrasi logam yang 
diberikan, diameter zona hambat yang dihasilkan antara 0,00-17,00 mm. Penelitian 
Sabdono (2009) menggunakan 6 isolat bakteri juga menghasilkan zona hambat 
yang semakin besar seiring dengan besarnya konsentrasi logam Cu yang diberikan, 
hal ini ditunjukkan dengan adanya tanda negatif (tidak terbentuk zona hambat) 
menjadi positif (terbentuk zona hambat). Hal ini sesuai dengan hukum Arndt-
Schultz yang menyatakan bahwa substansi toksik pada konsentrasi yang lebih 
rendah umumnya cederung menstimulasi daripada menekan pertumbuhan (Iverson 
dan Brickman, 1978).  
 
4.6 Manfaat Bakteri dalam Islam 
 Allah SWT. menjadikan manusia sebagai makhluk sempurna yang 
mempunyai derajat paling tinggi dibandingkan dengan makhluk yang lain. Manusia 
harus mampu menggunakan akalnya untuk berfikir dan dapat mengambil manfaat 





Quran, Allah SWT. sering kali menyeru manusia untuk memperhatikan dan 
merenungkan segala ciptaan-Nya yang amat menakjubkan agar senantiasa manusia 
selalu berfikir dan menjadi hamba Allah yang tunduk dan patuh. Sebagaimana 
Firman Allah SWT dalam Qs. Ali-Imran ayat 190 – 191. 
 







يين١٩٠ََََٱۡۡل وَنََٱَّلَّ ر  ََيَۡذك  َٱّللَّ
َ ََخۡلقي َِفي وَن ر 
ََويََتَفكَّ يهيۡم ن وب َج  َٰ
ََولََعَ وٗدا ع  ََوق  َٰتَيقيَيَٰٗما َمََٰو َوَََٱلسَّ ۡرضي
َ
ٗٗلََٱۡۡل ََبَٰطي ََهََٰذا ََخلَۡقَت ََما َربََّنا
ۡبَحََٰنَكَفَقيَناََعَذاَبَ ١٩١َََٱنلَّاريَس 
“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, dan silih bergantinya malam 
dan siang terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. (yaitu) orang-
orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam keadan 
berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya 
berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-sia, Maha 
Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka” 
 
 Firman Allah tersebut menjelaskan bahwa Allah telah memberi pernyataan 
bahwa seluruh ciptaan-Nya yang ada dilangit maupun dibumi terdapat suatu tanda-
tanda kebesaran-Nya. Namun Allah SWT membatasi tanda-tanda kebesaran-Nya 
yang hanya bisa diketahui bagi orang-orang yang mengkaji dan memikirkannya 
(ulul albab). Quraish Shihab (2004) menjelaskan bahwa ulul albab adalah orang 
yang mau menggunakan pikirannya, mengambil faedah dari ciptaan-Nya, hidayah 
dari-Nya dan menggambar keagungan Allah dan mengingat Allah dalam setiap 
keadaan. 
 Manurut tafsir Ibnu Kasir lafadz َُُفِيُخ ضُِإِنَّ َماَواِتَُواألَرا لاِقُالسَّ  ini menjelaskan 
tentang kekuasaan dan kebesaran Allah SWT yang menciptakan alam beserta isinya 
seperti hewan dan tumbuhan. Tidak ada segala sesuatu yang diciptakan oleh Allah 
menjadi sesuatu yang sia-sia, melainkan Allah SWT menciptakan segala sesuatu 





tentang akal manusia yaitu akal-akal yang sempurna lagi memilki kecerdasan, 
karena dengan akal manusia dapat mengetahui segala sesuatu secara langsung dan 
jelas untuk merenungi tanda-tanda kekuasaan Allah SWT (Ad-Dymasyqy, 2000). 
Ayat tersebut seperti yang dilansir oleh Lajnah (2012) menyebutkan bahwa 
manusia sejak dulu sudah tergugah nalurinya untuk tahu lebih banyak keadaan alam 
semesta dan segala isinya, termasuk bumi. Berkembangnya dunia sains dan 
teknologi dewasa ini, para peneliti sedikit demi sedikit telah membuka rahasia alam 
semesta. 
 Salah satu yang dapat dipikirkan dalam dunia sains adalah melakukan 
penelitian mengenai apa yang ada di alam. Seperti halnya dalam melakukan 
pengkajian ilmu melalui penelitian ini yang mana merupakan salah satu upaya 
untuk mengambil manfaat dari bakteri. Penelitian ini mengkaji mengenai isolasi 
dan analisis ketahanan bakteri di daerah bekas tambang telaga tiga warna 
Tulungagung terhadap logam berat timbal (Pb). Bakteri ini memiliki manfaat dalam 
mendegradasi logam meskipun memiliki ukuran yang sangat kecil yang tidak dapat 
dilihat oleh indra manusia. Allah SWT berfirman dalam surat An-Nahl ayat 8. 
 
وَنََٱۡۡلَمييََوَََٱۡۡليَغاَلَوََََوٱۡۡلَۡيَلَ ََماََلََتۡعلَم  َكب وَهاََوزييَنٗةََۚويَۡخل ق  ٨َليََتۡ  
“Dan (Dia telah menciptakan) kuda, bagal dan keledai, agar kamu 
menungganginya dan (menjadikannya) perhiasan. Dan Allah menciptakan apa 
yang kamu tidak ketahui”. 
 
Makna َُن لَم وا َُماْلَتَعا ل ق   dalam Tafsir Jalalain menunjukkan bahwa Allah َويَخا
SWT telah menciptakan berbagai bentuk kehidupan makhluk-Nya dalam bentuk 
yang belum diketahui manusia berupa hal-hal aneh dan menakjubkan. Salah satu 





adanya makhluk hidup berukuran mikro setelah ditemukannya alat mikroskop. Alat 
ini mampu membantu manusia dalam melihat makhluk hidup terkecil secara 
langsung menggunakan indra penglihatan. 
Keberadaan makhluk terkecil ini memiliki manfaat  penting dalam 
kelangsungan kehidupan di bumi. Salah satunya sebagai bakteri pengakumulasi 
logam yang mampu menyerap logam di lingkungan sekitar. Allah SWT berfirman 
dalam surat Al-Imran ayat 191. 
 
يينََ ََٱَّلَّ وَن ر  ََيَۡذك  ََٱّللَّ ََخۡلقي َِفي وَن ر 
ََويََتَفكَّ يهيۡم ن وب َج  َٰ
ََولََعَ وٗدا ع  ََوق  َٰتَيقيَيَٰٗما َمََٰو َوَََٱلسَّ ۡرضي
َ
ََماََٱۡۡل َربََّنا
ۡبَحََٰنَكَفَقيَناََعَذاَبَ ٗٗلَس   ١٩١ََٱنلَّاريََخلَۡقَتََهََٰذاََبَٰطي
“(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk atau dalam 
keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi 
(seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan ini dengan sia-
sia, Maha Suci Engkau, maka peliharalah kami dari siksa neraka”. 
  
  Lafadz َُُهََذابَاِطًلُم اَخلَقاَت  mengandung arti “tidaklah Engkau menciptakan 
semua ini dengan sia-sia”. Dalam Tafsir Jalalain, hal ini memiliki makna bahwa 
segala sesuatu di bumi ini tidak diciptakan dengan sia-sia oleh Allah sebagai bentuk 
kebesaran-Nya. Allah menciptakan mikroba dengan berbagai bentuk dan ukuran 
yang beragam. Meskipun begitu, mikroba tetap dapat menjalankan proses-proses 
yang menunjang kehidupannya sebagai makhluk uniseluler. Allah berkuasa 
menjadikannya dalam bentuk yang sederhana tetapi mampu bertahan hidup 
layaknya organisme tingkat tinggi. 
  Penelitian ini membuktikan adanya bakteri yang diisolasi dari sampel air di 
Telaga Tiga Warna, Tulungagung. Bakteri ini dianggap mampu bertahan dalam 
konsentarasi logam timbal (Pb) yang cukup tinggi. Hal ini dibuktikan dengan 





tersebut menunjukkan bahwa beberapa bakteri dianggap mampu bertahan pada 
konsentrai logam Pb sebesar 6 mM yang ditandai dengan tidak terbentuknya 
diameter zona hambat di sekitar cakram. Sedangakan pada konsentrasi logam Pb 
15 dan 30 mM, bakteri dianggap kategori sensitif yang ditandai dengan 
membesarnya diameter zona hambat. Hasil penelitian ini diharapkan dapat 
diaplikasikan untuk mengurangi adanya kandungan logam Pb di lingkungan sekitar 
sebagai usaha dalam melestarikan lingkungkan. Sesuai dengan firman Allah SWT. 
Surat Al-Qasas ayat 77. 
 





َ ََٱۡلَفَسادَََتۡبغي ِٖۖفي ۡرضي
َ
ََٱۡۡل ََإينَّ ََٱّللَّ يبُّ ينَََلَُي  دي ۡفسي ٧٧َََٱلۡم 
“Dan carilah pada apa yang telah dianugerahkan Allah kepadamu (kebahagiaan) 
negeri akhirat, dan janganlah kamu melupakan bahagianmu dari (kenikmatan) 
duniawi dan berbuat baiklah (kepada orang lain) sebagaimana Allah telah berbuat 
baik, kepadamu, dan janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) bumi. 
Sesungguhnya Allah tidak menyukai orang-orang yang berbuat kerusakan”. 
 
  Makna kalimat “dan janganlah kamu berbuat kerusakan di (muka) bumi” 
dalam Tafsir Jalalain memiliki makna jangan mengadakan (kerusakan di muka 
bumi) dengan mengerjakan perbuatan-perbuatan maksiat. Kemaksiatan yang 
dimaksud yaitu melakukan kerusakan lingkungan, merusak tanaman, membunuh 
hewan dan manusia, dan perbuatan buruk lainnya yang dilarang Allah SWT. Salah 
satu kemaksiatan yang terjadi dalam penelitian ini yaitu tidak mengolah limbah 
dengan benar sehingga menyebabkan adanya kandungan logam di lokasi tersebut. 
Oleh sebab itu, pada surat di atas Allah telah menganjurkan setiap umatnya untuk 










1.  Karakteristik 7 isolat bakteri yang diperoleh dari Telaga 2 dan Telaga 3 pada 
sampel air bekas tambang Telaga Warna Tulungagung rata-rata memiliki 
morfologi yang sama yaitu berbentuk bulat, berwarna putih kecoklatan, 
berukuran kecil, memiliki tepi rata dan permukaan yang timbul. 
2.  Beberapa isolat menunjukkan hasil yang resisten terhadap logam Pb dengan 
konsentrasi 6 mM berdasarkan uji minimum inhibitory concentration (MIC). 
 
5.2 Saran 
 Penelitian selanjutnya diharapkan dapat menguji kadar logam dalam sampel 
setelah proses sampling berlangsung dan juga uji degradasinya menggunakan AAS 
pada tahap akhir penelitian. Selain itu, diharapkan dapat menganalisis bakteri 
secara mikroskopik (uji gram dan endospora) dan uji biokimia (katalase, oksidase, 
indol, dll). Langkah terakhir diharapkan dapat mengidentifikasi bakteri berdasarkan 
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Isolasi bakteri resisten terhadap logam berat Pb 
2,5 mM 
Uji morfologi 
(bentuk, warna, ukuran, tepi koloni, permukaan dan sifat tembus cahaya) 
Perhitungan jumlah sel bakteri 
Uji MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 






Lampiran 2. Diagam Alir 
L.2.1 Pengambilan Sampel 
 
  
- diambil pada tiga titik yang berbeda 
- dimasukkan ke dalam botol steril 
- diukur pH dan suhu 
- dibawa menuju laboratorium 
- disimpan pada suhu 4ºC 
  
 
L.2.2 Isolasi Bakteri Resisten terhadap Logam Berat 
 
 
- dimasukkan ke dalam media NA yang mengandung 2,5 mM logam 
berat timbal (Pb) 
- diinkubasi selama 2x24 jam pada suhu 37ºC 
- diamati perkembangannya 
  
 





- diambil 1 ose bakteri hasil isolasi 
- dimasukkan ke dalam media agar (NA) steril 
- diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37ºC 















L.2.4  Penentuan Jumlah Sel Bakteri Menggunakan TPC 




- diambil 1-2 ose bakteri setelah diregenerasi 
- dimasukkan ke dalam 10 mL media cair (NB) steril 
- dishaker selama 18 jam dengan kecepatan 120 rpm pada suhu ruang 
- diukur nilai optical density (OD) dengan menggunakan 
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 600 nm 
 
  
L.2.4.2 Perhitungan Jumlah Sel Bakteri 
 
 
- disiapkam 10 buah tabung reaksi berisi NaCl 0,85% steril 
dengan volume 9 mL 
- diambil 1 ml larutan inokulum dengan mikropipet 
- dimasukkan kedalam tabung reaksi pertama  
- dihomogenasi dengan vortex dan dihitung sebagai pengenceran 
pertama (10-1) 
- dipipet 1 mL pada tabung pertama lalu dimasukkan ke dalam 
tabung kedua 
- dihomogenasi dengan vortex sehingga diperoleh tingkat kedua 
(10-2) 
- dilakukan pengenceran bertingkat sampai 10-10 
- diambil 0,1 mL dimulai dari pengenceran 10-5 sampai 
pengenceran 10-10 
- ditanamkan pada media padat NA secara pour plate 
- digoyang-goyang cawan petri hingga merata 
- didiamkan hingga membeku 













L.2.5 Uji Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
 
- direndam paper disk dalam larutan logam dengan konsentrasi 6; 15 
dan 30 mM 
- didiamkan selama 30-60 menit 
- dimasukkan ke dalam media NA yang sudah berisi kultur bakteri 
- diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37oC 
- dilakukan tiga kali pengulangan pada setiap konsentrasi 

























Lampiran 3. Perhitungan 
L.3.1 Pembuatan larutan Pb(NO3)2 6; 15 dan 30 mM dalam 100 mL 
6 mM = 6 x 10-3 M 
Mol Pb(NO3)2 = 100 mL x 6.10
-3 M 
  = 0,1 L x 6.10-3 mol/L 
  = 0,6 x 10-3 mol 
  = 6 x 10-4 mol 
Massa Pb(NO3)2   = mol x Mr Pb(NO3)2 
 = 6 x 10-4 mol x 331 g/mol 








15 15 0,4965 
30 30 0,9930 
















Lampiran 4. Hasil uji morfologi koloni bakteri 
Tabel L.1 Hasil uji morfologi koloni bakteri T2 secara makroskopik 
Pengamatan 
Telaga 2 (T2) 
10-1 10-2 10-3 
Warna Putih kecoklatan Putih kecoklatan Coklat 
Bentuk Bulat Bulat Bulat 
Ukuran Kecil Kecil Kecil 
Tepi Rata Rata Rata 
Permukaan Timbul Timbul Timbul 
  
Tabel L.2 Hasil uji morfologi koloni bakteri T3 secara makroskopik 
Pengamatan 
Telaga 3 (T3) 










Bentuk Bulat Bulat Bulat Bulat 
Ukuran Kecil Kecil Kecil Kecil 
Tepi Rata Rata Rata Rata 















Lampiran 5. Morfologi bakteri yang dipilih untuk regenerasi 
 









A Putih kecoklatan Bulat Timbul 
B Putih Bulat Timbul 
10-2 2 
A Putih kecoklatan Bulat Timbul 
B Putih kecoklatan Bulat Timbul 





A Putih kecoklatan Bulat Timbul 
B Putih Bulat Timbul 
10-2 1 Putih kecoklatan Bulat Timbul 
10-3 2 
A Putih kecoklatan Bulat Timbul 
B Putih kecoklatan Bulat Timbul 
10-4 2 
A Putih kecoklatan Bulat Timbul 
B Putih kecoklatan Bulat Timbul 
NB : Hasil regenerasi setelah inkubasi dari ke-12 isolat menghasilkan 7 isolat, 









































10-5 83 34 58,5 133 98 115,5 TBUD TBUD TBUD 492 736 614 59 68 63,5 48 38 43 31 39 35 
10-6 3 2 2,5 19 21 20 131 131 131 59 114 86,5 561 512 536,5 5 4 4,5 3 2 2,5 
10-7 1 1 1 3 1 2 16 39 27,5 2 5 3,5 229 254 241,5 0 3 1,5 1 1 1 
10-8 1 0 0,5 0 0 0 3 3 3 0 0 0 725 764 744,5 1 1 1 1 1 1 
10-9 0 1 0,5 2 1 1,5 7 14 10,5 0 0 0 105 90 97,5 1 1 1 1 1 1 
10-10 0 1 0,5 0 0 0 TBUD TBUD TBUD 0 3 1,5 7 12 9,5 38 8 23 0 0 0 
 
Keterangan : TBUD = Terlalu Banyak Untuk Dihitung 








Lampiran 7. Perhitungan Data Total Plate Count (TPC) 
 
 
Jumlah total bakteri (cfu/mL) : Jumlah koloni  x   1 
                                           fp 
 
 
 T2P1a        
Cfu/mL = 58,5 x 1/10-5 
  = 5,9 x 106 
 
 T2P1b 
Cfu/mL =115,5 x 1/10-5 
  = 1,2 x 107 
 
 T2P2 
Cfu/mL = 131 x 1/10-6 
  = 1,3 x 108 
 
 T3P1 
Cfu/mL = 86,5 x 1/10-6 
  = 8,7 x 107 
 
 T3P2 
1. Cfu/mL = 63,5 x 1/10-5 
  = 6,4 x 107 
  = 0,0064 x 1010 
2. Cfu/mL = 241,5 x 1/10-7 
  = 2,42 x 109 
  = 0,242 x 1010 
3. Cfu/mL = 97,5 x 1/10-9 
  = 9,75 x 1010 
Cfu/mL total  =  (0,0064 + 0,242 + 9,75) x 1010 
              3 
   = 9,9984 x 1010 = 3,3328 x 1010 = 3,33 x 1010 
                   3 
 
 T3P3 
Cfu/mL = 43 x 1/10-5 
  = 4,3 x 106 
 
 T3P4 
Cfu/mL = 35 x 1/10-5 









L.8.2 Sampel Air Telaga 3 Warna  L.8.3 Regenerasi Bakteri 
 
                                       
 
L.8.4 Inkubasi Bakteri  L.8.5 Persiapan Inokulum untuk 
Analisis OD 







L.8.6 Zona Hambat Seluruh Isolat Bakteri 
 
Isolat T2P1a 
       
 
 Isolat T2P1b 
        
 
 Isolat T2P2 















 Isolat T3P1 
        
 
 Isolat T3P2 
        
  
Isolat T3P3 
        
 
Isolat T3P4 
       
